C - hine aX iví 合作 其 HAFI 


1 脂肪 酸 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 乳 和 蛋白 和 乳脂 合成 相关 基因 表达 量 的 影响 
2 sk 花 EK MER d) 梅 
3 (内 蒙古 农业 大 学 动物 科学 学 院 ， 呼 和 浩特 010018) 


4 dH 要 : 本 试验 由 在 探寻 促进 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 (BMECs) 乳 蛋白 和 乳脂 合成 的 短 链 脂肪 酸 


5 “(乙酸 、B- 羟 丁 酸 ) 和 长 链 脂肪 酸 ( 油 酸 、 亚 油 酸 、 亚 麻 酸 〉 的 组合 添加 模式 ， 为 调控 乳 成 分 


6 ”合成 提供 理论 依据 。BMECs 经 分 离 、 纯 化 后 ， 选 取 第 2 代 细 胞 ， 分 为 5 组 ， 对 照 组 不 添加 


7 ”脂肪 酸 ，I 组 和 芽 组 添加 的 乙酸 、B- 羟 丁 酸 浓度 比例 均 为 2.0 (9.60 mmol/L) : 1.0 (4.80 


8 mmol/L), WR. THR, ERRE EAA 2.0 (17.30 pmol/L) : 13.3 (115.05 


9  gmol/L) : 1.0 (8.65 umol/L) 和 9.6 (75.20 umol/L) : 7.4(58.00 umol/L) : 1.0(7.80 pmol/L); 


10 ”了 H 组 入 组 添加 的 乙酸 、B- 羟 丁 酸 的 浓度 比例 均 为 1.0(7.20 mmol/L) : 1.0(7.20 mmol/L), W 


11 ” 酸 、 亚 油 酸 、 亚 麻 酸 的 浓度 比例 分 别 为 2.0 : 13.3 : 1.0 和 9.6 : 7.4 : 1.0， 各 组 添加 的 短 链 脂 
= 12 ” 肪 酸 (SCFA) 和 长 链 脂肪 酸 (LCFA) 总 浓度 为 14.541 mmol/L, 82H 3 个 重复 。 培养 24h 后 ， 检 
e 
— 13 WA AA IMR 〈(RGR)、 甘 油 三 酯 (TAG) 的 合成 量 以 及 乳 蛋 白 和 乳脂 合成 相关 基因 的 表 


~ 14 ” 达 量 。 结 果 表 明 : 1) 试验 组 BMECs RGR 及 TAG 的 合成 量 均 显 著 高 于 对 照 组 (P< 0.05); T 


15 组 RGR 最 高 ，IAG 合成 量 最 多 。2) 与 对 照 组 相 比 ， 开 组 显著 提高 了 核糖 体 和 蛋白 So 激酶 1 


16 (S6K1) 、r- 酷 蛋白 (CSV3) 基 因 的 表达 量 (P «0.05); JIV 组 显著 提高 了 真 核 翻译 起 始 因子 4E 


TS 


17 ”结合 蛋白 1 (EBP1) 基因 的 表达 量 (P< 0.05); 试验 组 信号 转 导 和 转录 激活 因子 5 (87475 ) 


tat 


PA] Fe] XS c S ERCP < 0.05). 3) 与 对 照 组 相 比 ， 试 验 组 二 酰 甘油 酰基 转移 酶 2DC472) 


o 
tat 


寻 的 表达 量 显 著 提高 (P< 0.05)， 脂 肪 酸 合成 酶 CFASNO 基因 的 表达 量 显著 降低 (P< 0.05). 


20 ” 综 上 所 述 ， 在 培养 液 中 添加 7.20 mmol/L 乙酸 、7.20 mmol/L B-¥% J Be. 75.20 umolL 油 酸 、 


21 ”58.00 umol/L 亚 油 酸 、7.80 umol/L 亚麻 酸 对 BMECs 乳 蛋 白 和 乳脂 合成 相关 基因 的 表达 量 有 


22 ” 较 好 的 促进 作用 。 
23 ”关键 词 : 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 ， 短 链 脂肪 酸 ， 长 链 脂 肪 酸 ， 乳 蛋白; 乳脂 


24 «PAKS: S823 


25 乳 和 蛋白 和 乳脂 是 牛奶 质量 的 关键 指标 。 乙 酸 和 B- 羟 丁 酸 来 源 于 瘤胃 发 酵 ， 它 们 是 奶牛 
26 ”乳腺 上 皮 细 胞 (bovine mammary epithelial cells,BMECSs) 脂 肪 酸 从 头 合 成 的 的 主要 前 体 物 ， 约 
27 50948) C16 脂肪 酸 和 长 链 脂肪 酸 (long chain fatty acids,LCFA) 来 源 于 饲料 中 和 体 脂 分 解 叫 。 孔 
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KŽP BMECs 中 添加 乙酸 和 p- T R, 


酸 合成 酶 


3,27 4) :8 WA Be a BE EA 


等 Bf 研究 结果 表明 ， 低 浓度 的 


合成 。 


(147.70 pmol/L) 


(CSN3) 和 mTOR 基因 的 表达 量 。 


对 乳 蛋 白 和 乳脂 的 合成 具有 重要 影响 。Mach 等 中 研究 表明 ， 饲 粮 
乳脂 和 乳 蛋 白 的 含量 下 降 ， 产 奶 量 增 加 。 


WAT JE 


中 不 饱和 脂肪 酸 的 比例 可 以 调节 乳脂 合成 


调控 乳 成 分 含 


言 号 转 导 途径 仍然 不 清楚 .单一 脂肪 酸 的 添加 对 BMECs 乳 蛋白 和 乳脂 合 


Bm RR, MWR Wy 
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:1 (11.10 pmol/L) 时 ， 上 调 了 BMECs aS1- 酷 蛋白 (CSVLS1)、tk- 酷 蛋白 


此 可 见 ， 在 泌乳 过 程 中 ， 脂 肪 酸 起 到 重要 的 调控 作用 


结果 表明 提高 了 乙酰 辅酶 A FIERE CACC) 和 脂肪 

CFASN) 基因 的 表达 量 及 甘油 三 酯 (triglyceride，TAG) 的 合成 量 ， 同 时 也 提高 了 哺 
(mTOR) 和 二 酰 甘 油 酰基 转移 酶 2(DC472) 基 因 的 表达 量 。 梁 梦 瑶 

酸 促进 BMECs ACC 和 FASN 基因 的 表达 ， 进 而 促进 乳脂 的 

酸 、 亚 麻 酸 的 浓度 分 别 为 2 (22.20 pmol/L) : 13.3 


! 添 加油 荣 籽 、 大 豆 、 亚 


因此 ， 可 以 假设 乳脂 合成 前 体 物 (MFP) 


。 综观 国内 外 文献 报道 , 在 牛奶 的 分 


} 泌 机制 和 营养 


量 方面 取得 了 


些 进 展 , 但 是 营养 素 调控 乳 和 蛋白、 乳脂 


合成 分 子 生物 学 机 制 和 
影响 的 研究 最 多 ， 


而 短 链 脂肪 酸 (short chain fatty acids，SCFA) 和 LCFA 的 混合 添加 对 BMECs 乳 成 分 合成 影响 


的 研究 较 少 。 


研究 其 对 BMECs 乳 蛋 白 和 乳脂 合 


因此 ， 本 试验 混合 


添加 不 同比 例 的 乙酸 、 


B-F2 J HR. 油 酸 、 Wy 酸 、 ERR, 


成 相关 基因 表达 量 的 影响 ， 


旨 在 探寻 促进 乳香 白 和 乳脂 合 


成 的 脂肪 酸 组 合 添加 模式 ， 为 调控 乳 .成 分 合成 提供 理论 依据 。 
1 材料 与 方法 


1.1 BMECs 的 分 离 与 纯化 


选取 体 况 


泡 的 乳腺 组 织 约 55 g 放 于 含有 双 抗 的 磷酸 盐 组 ; 


4%, BMECs. 


RI Ab T AUFL We BE HP Es A 


坦 奶 牛 进行 乳腺 组 织 取样 , 剪 取 含有 大 量 腺 


' 液 (PBS) 中 ， 通 过 开 型 胶原 酶 消化 获得 原 


放 于 37 C. 5% CO, 的 恒温 培养 箱 


! 培 养 原 代 细胞 ， 大 约 1 周 细胞 长 满 培养 瓶 


底部 的 80% 左 右 时 ， 利 用 胰 酶 对 成 纤维 上 皮 细 胞 和 乳腺 上 皮 细 胞 的 消化 时 间 不 同 来 纯化 


BMECs 并 传代 。 


1.2 ”试验 培养 


ES 


试验 培养 基 为 添加 氢化 可 得 松 、 


的 培养 基 ， 试 剂 均 购 自 GIBCO 公司 。 


1.3 试验 设计 


以 第 2 代 的 BMECs 为 试验 对 象 。 


谷 氮 酰 胺 、 胰 岛 素 - 转 铁 蛋 白 - 硒 钠 、 催 乳 素 的 DMEM/F12 


(^ h^ 
cn 


inaXiv 合 作 期 刊 


55 本 试验 采用 单 因素 完全 随机 试验 设计 。 脂 肪 酸 添加 浓度 比例 参考 李 红 磊 所 和 塔 娜 等 办 的 
56 ”研究 结果 设置 ， 当 乙酸 : B- 羟 丁 酸 的 浓度 比例 为 2.0 : 1.0、 油 酸 : 亚 油 酸 : 亚麻 酸 的 浓度 比 
57 BIN 2.0: 13.3 : 1.0 时 ， 对 乳脂 合成 相关 基因 的 表达 有 较 好 的 促进 作用 ;， 当 乙酸 : BFE TR 
58 ”的 浓度 比例 为 1.0 : 1.0、 油 酸 : 亚 油 酸 : 亚麻 酸 的 浓度 比例 为 9.6 : 7.4 : 1.0 时 , 对 乳 蛋 白 合 
59 ”成 相关 基因 的 表达 有 和 较 好 的 促进 作用 。 因 此 ， 根 据 SCFA CLER. BET ER. 2 者 总 添加 量 
60 为 14.4 mmol/L) 和 LCFA( 油 酸 、 亚 油 酸 、 亚 麻 酸 ， 总 添加 量 为 141 pmol/L) 的 总 添加 量 
61 ”相同 ， 各 脂肪 酸 间 的 比例 不 同 ， 交 叉 设计 了 5 组 ， 试 验 设计 见 表 1。 
62 表 1 试验 设计 
63 Table 1 Experimental design 
组 别 Groups 
XH 
Jeltems Control I n Ill 
, 酸 spB- 状 丁 酸 Acetic acid : D-hydroxybutyric acid 2.0 : 1.0 2.0:1.0 1.0: 1.0 
| MEE ES : 亚麻 酸 Oleinic acid : linoleic acid : linolenic acid 2.0 : 13.3 : 1.0 96:74:10 20:13 
RI _Acetic acid/(mmol/L) 9.60 9.60 7.20 
闫 于 酸 B-hydroxybutyric acid/(mmol/L) 4.80 4.80 7.20 
| 七 soleinic acid/(umol/L) 17.30 75.20 17.30 
DI, Linoleic acid/(mol/L) 115.05 58.00 115.05 
am Linolenic acid/(umol/L) 8.65 7.80 8.65 
: 64 14 测定 指标 与 方法 
65 14. 细胞 活力 的 检测 
66 采用 四 甲 基 偶 氮 唑 盐 (thiazoly blue tetrazolium bramide,MTT) 比 色 法 检测 BMECs 的 细胞 
67 H. FILER I EN 1x10* ^, 34 96 孔 板 置 于 培养 箱 中 培养 细胞 生长 至 培 
68 FERH 80% 左 右 时 ， 添 加 不 同 浓 度 比 例 的 乙酸 、B- 羟 丁 酸 、 油 酸 、 亚 油 酸 、 亚 麻 酸 的 诱 
69 SERE, 放置 于 37 °C. 5% CO; 培养 箱 中 培养 24 h, 每 组 均 设 3 个 重复 ; 培养 结束 前 4h， 
70 ”每 孔 加 入 MTT(5 mg/mL)20 uL; 待 4h 后 弃 上 清 ， 每 孔 加 入 二 甲 基 亚 砚 (DMSO) 100 u 
71 L, HH 10 min 后 ， 用 全 自动 酶 标 仪 检 测 490 nm 下 吸光 光度 值 (ODao0 nm)。 
72 相对 增殖 率 (relative growth rate，RGRJ)= 试 验 组 OD4oonm/ 对 照 组 OD4oonm。 
73 142 TAG 合成 量 的 测定 
74 接种 第 2 代 BMECs 悬浮 液 于 75 cm 培养 瓶 中 ， 每 瓶 吸取 10 mL 细胞 悬浮 液 ， 每 瓶 细 
75 ” 胞 约 为 8x10; 个， 放置 在 37 C. 5% CO 培养 箱 中 培养 细胞 生长 至 培养 瓶 底部 的 80% 左 
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时 ， 添 加 不 同 乙酸 、B- 羟 丁 酸 、 油 酸 、 亚 油 酸 、 亚 麻 酸 浓度 比例 的 诱导 培养 基 ， 置 于 37 CC. 
5% CO, 培 养 箱 中 继续 培养 24 h， 每 组 均 设 3 个 重复 ， 用 胰 蛋 白 酶 / 乙 二 胺 四 乙酸 CEDTA) 
将 细胞 消化 后 离心 8 min, 弃 上 清 , 用 PBS 清洗 1 次 , 采用 TAG 试剂 盒 检测 BMECs 内 TAG 
的 合成 量 。 
1.4.3 乳 蛋 白 和 乳脂 合成 相关 基因 表达 量 
将 第 2 代 的 BMECs 置 于 37 “Cy 596 CO» 的 恒温 培养 箱 中 培养 竺 细胞 ， 长 满 约 70% 时 ， 
添加 不 同 浓度 比例 的 乙酸 、B- 羟 丁 酸 、 油 酸 、 亚 油 酸 、 亚 麻 酸 的 诱导 培养 基 ， 每 组 设 3 个 重 
复 ,培养 24h 后 ， 收 集 细 胞 ， 提 取 RNA GAMAN RNA isoplus)， 反 转录 【试剂 盒 为 prime 
script ™ RT reagent kit)， 应 用 RT-qPCR 法 〈 试 剂 盒 购 自 TaKaRa 公司 )， 检 测 乳 蛋白 合成 的 
相关 基因 (CSN1S1、CSN3)、 信 号 通路 相关 基因 [mTOR、 转 录 激 活 因 子 5 (STATS) 、 真 核 翻 
译 起 始 因子 4E 结合 蛋白 1 (4EBP1) 、 核 糖 体 蛋白 Se 激酶 1 (86K1) 、 和 蛋白 激酶 B (AK7)]、 
乳脂 合成 的 相关 基因 (4CC、F4SN、DGA47T2)、 乳 脂 合成 相关 转运 调控 因子 [过 氧化 物 酶 体 增 
殖 物 激 活 受 体 Y (PP4Ry)、 固 醇 调 节 原件 结合 蛋白 1 (SREBP1)] 的 表达 量 。 试 验 重 复 3 次 。 本 试 
验 甘 内 参 基 因为 油 醛 -3- 磷 酸 脱氧 酶 (GA4PDH)。 引 物 序列 及 参数 见 表 2。 各 基因 表达 量 用 
2724€ 值 表示 四 。 
表 2 引物 序列 及 参数 
Table 2 Primer sequences and parameters 
基因 引物 序列 GenBank 登录 号 
Genes Primer sequences (5’-3’) GenBank accession No. 
EE 3E F: 5’-GTTTGTGATGGGCGTGAAC-3’ XM-001034034.1 
GAPDH R: 5'-CAGTCTTCTGGGTGGCAGTGAT-3* 
auS1- 栈 蛋白 F:5’-TTCCCTCTTTCATACTGTGAAGTCGT-3’ NM 181029.2 
CSN1S1 R: 5'-GGCTATGGCTCCTAAGCACA-3' 
K- 栈 蛋白 F: 5'-CCAGCTGCAGTTAGGTCAC-3' NM 174294. 
CSN3 : 5'-GGTGGAATGGCCATAAATGAT-3' 
i 2,27] 4) E EL XR RC BA : 5'-TGTGGAGTTTGAGGTGAAGC-3' XM 002694043.1 
mTOR 


信号 转 导 和 转录 激活 因子 5 
STATS 
蛋白 激酶 B AKT 


d 
结合 


真 核 翻 译 起 始 因子 4E 
蛋白 1 4EBP1 


核糖 体 蛋 白 S6 激酶 1 


: 5’-TGTGGAGTTTGAGGTGAAGC-3’ 
: S-ATTATCAAAGAAGGGCTGCAC-3 


及 

F 

R: 5 -ATTATCAAAGAAGGGCTGCAC-3' 
F 

R 

F 


: 5'-CCTGCTCTCTGGGCTACTCAA-3* 
R: 5’-CACGATGCTGGCGAAGAA-3’ 
F: 5-GAACTCACCTGTGACCAAGA-3* 
R: 5’-CTCAAACTGTGACTCTTCACC-3’ 
F: 5-ATGAAAGCATGGACCATGGG-3' 


NM 001012673 


NM 005163 


BC120290.1 


NM.205816.1 
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S6K1 R: 5'-CCGGTATTTGCTCCTGTTAC-3 
乙酰 辅酶 A POLE F: 5'-GTTTGTGATGGGCGTGAACC-3* NM 174224 
ACC R: 5'-CAGTCTTCTGGGTGGCAGTGAT-3* 
脂肪 酸 合成 酶 F: 5'-GTTTGTGATGGGCGTGAACC-3* NM 001012699 
FASN R: 5'-CAGTCTTCTGGGTGGCAGTGAT-3* 
二 酰 甘 油 酰 基 转 移 酶 2 F: 5'-CATGAAGACCCTCATAGCCG-3* NM 205793 
DGAT2 R:: 5’-ACCAGCCAGGTGAAGTAGAGC-3’ 
过 氧化 物 酶 体 增殖 物 激活 受 F: 5'-ATGTCTCATAATGCCATCAGGTT-3* NM 181024 
Jk y PPARy R: 5'-GATAACAAACGGTGATTTGTCTGTC-3 
固 醇 调 节 原 件 结合 蛋白 1 F:5'-CGCTCTTCCATCAATGACAA-3' NM 001113302 
SREBPI R:5'-TTCAGCGATTTGCTTTTGTG-3' 

93 F: 上 游 引 物 ，R: 下 游 引 物 。 

94 F: forward primer; R: reverse primer. 


95 1.5 数据 统计 与 分 析 


96 采用 Excel 2007 进行 计算 和 整理 试验 数据 ， 实 时 定量 PCR 试验 结果 采用 2 “sam 法 进行 


97 ”相对 定量 数据 分 析 。 利 用 SAS 9.0 软件 的 ANOVA 程序 对 数据 进行 方差 分 析 ，P<0.05 表示 差 


100 2. 不 同 浓度 比例 脂肪 酸 对 BMECs RAG 和 TAG 合成 量 的 影响 


101 由 表 3 可知， 试验 组 BMECs 的 RGR 和 TAG 合成 量 都 显著 高 于 对 照 组 (P< 0.05). I 


102 组 RGR 和 TAG 合成 量 显著 高 于 其 他 试验 组 C(P< 0.05), 了 组 和 人 组 显著 高 于 HI 组 (P< 0.05), 


103 [组 和 人 组 之 间 无 显著 差异 CP» 0.05). 


104 表 3 不 同 浓度 比例 脂肪 酸 对 BMECs RAG 和 TAG 合成 量 的 影响 


105 Table 3 Effects of different concentrations of fatty acids on RAG and TAG synthesis amount in BMECs (n=3) 
组 别 Groups 


项 目 Items 
对 照 Control I II Il IV 

相对 增殖 率 RGR 1.00+0.01° 1.65+0.02° 1.40+0.01° 1.59+0.01° 1.3720.01* 

HWZ TAG 0.02+0.014 0.33+0.04* 0.11+0.02° 0.17+0.04° 0.11+0.02° 
106 司 行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P< 0.05) ,相同 或 无 小 写字 和 母 表示 差异 不 显著 CP > 0.05) 。 
107 ”下 表 同 。 
108 Values in the same row with different small letter superscripts mean significant difference (P « 0.05), while 
109 with the same or no small letter superscripts mean no significant difference (P > 0.05). The same as below. 


110 22 不 同 浓度 比例 的 脂肪 酸 对 BMECs 乳 蛋 和 白 合成 相关 基因 表达 量 的 影响 
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111 由 表 4 可 知 ， 与 对 照 组 相 比 ， 工 组 显著 降低 了 BMECs CSNIS1. CSN3 和 STATS 基因 的 


112 表达 量 (P< 0.05), i mTOR 和 4EBP1 基因 表达 量 显著 提高 (P< 0.05); 组、ITI 组 和 人 组 


113 ”显著 上 调 了 CSN3 和 S6K1 基因 的 表达 量 (P< 0.05), mM STATS 基因 表达 量 显著 降低 (P < 0.05); 


114 ”TH 组 和 人 组 4KT 和 4EBP1 基因 的 表达 量 显著 提高 (P< 0.05); IIZH mTOR 和 4EBP1 基因 的 


115 ”表达 量 显 著 降 低 (P < 0.05)。 


116 表 4 不 同 浓度 比例 的 脂肪 酸 对 BMECs 乳 蛋 白 合成 相关 基因 表达 量 的 影响 
117 Table 4 Effects of different concentrations of fatty acids on expression levels of genes involved in milk protein 
118 synthesis in BMECs 


组 别 Groups 
项 目 Items 


对 照 Control I II ll IV 

asl 酷 蛋 白 CSNISI 1.002-0.18*^ 0.26+0.13° 0.42+0.19°° 0.46+0.21°° 1.30+40.38° 
k- 栈 蛋白 CSN3 1.00+0.08° 0.40+0.02° 3.35+0.14" 1.5840.19° 2.98+0.22° 
WASH aa WA Be Ze RES mTOR 1.00+0.32° 1.46+0.02° 0.77+0.36° 1.89+0.89° 0.7140.12* 
信号 转 导 和 转录 激活 因子 5 STATS 1.002-0.06* 0.77+0.04° 0.78+0.09° 0.70+0.14° 0.50+0.03° 
蛋白 激酶 B AKT 1.00+40.24° 1.17+0.10° 1.24+0.15° 1.53+0.05° 2.05+0.15° 
真 核 翻 译 起 始 因子 4E 结合 蛋白 1 . ， . 
20551 1.0020.17 1.2140.04 0.03+0.00 1.19+0.04 1.4740.04 

核糖 体 蛋 白 S6 激酶 1 SOKI 1.00+0.094 0.92+0.01° 3.4120.11* 1.72+0.06° 1.58+0.01° 


119 23 不 同 浓度 比例 的 脂肪 酸 对 BMECS 乳脂 合成 相关 基因 表达 量 的 影响 


120 由 表 5 可 知 , bow EHAE, ILZH. MA INV E ACC 和 试验 组 DGAN 基因 的 表达 量 显 


121 Xm TX (P«0.055, MAMINA ACC 基因 的 表达 量 显 著 高 于 I 组 和 了 [组 (P< 0.05), 


122 DARAT IH (P<0.05), DAMNA DGAN 基因 的 表达 量 显著 高 于 工 组 和 II 组 CP. 


123 <0.05),，III 组 显著 高 于 I 组 (P<0.05); 试验 组 FASN 和 SREBP1 基因 的 表达 量 显 著 下 降 (P 


124 ”<0.05); [组 PP4Ry 基因 的 表达 量 显著 上 升 CP< 0.05), 而 其 他 试验 组 则 显著 降低 (P< 0.05)。 


125 表 5 不 同 浓度 比例 的 脂肪 酸 对 BMECs 乳脂 合成 相关 基因 表达 量 的 影响 

126 Table 5 Effects of different concentrations of fatty acids on expression levels of genes involved in milk fat 

127 synthesis in BMECs 

组 别 Groups 
项 目 Items p 
对 照 Control I II II IV 
乙酰 辅酶 A PRL ACC 1.00+0.194 1.2140.124 1.864:0.17* 6.64+0.32° 5.42+0.10° 
脂肪 酸 合成 酶 FASN 1.00+0.03° 0.62+0.01° 0.21+0.004 0.26+0.02° 0.08+0.00° 
酰 甘 油 酰基 转移 酶 2 DGAT2 1.00+0.174 2.5350.11* 5.16+0.24° 3.3440.23° 5.3740.30° 

固 醇 调节 原件 结合 蛋白 1 SREBP1 1.00+0.02? 0.54+0.09° 0.61+0.13° 0.46+0.03° 0.53+0.06° 
过 氧化 物 酶 体 增殖 物 激 活 受 体 y PPARy 1.00+0.08° 2.10+0.04" 0.39::0.23* 0.53+0.02° 0.55+0.1° 
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128 3 讨 ie 


129 3.1 不 同 浓度 比例 的 脂肪 酸 对 BMECS 增殖 的 影响 


130 脂肪 酸 是 乳腺 组 织 中 的 一 种 重要 的 营养 素 ， 对 BMECs 的 生长 增殖 具有 一 定 的 作用 。 章 


131 ” 利 枝 等 中 研究 表明 , 低 浓度 的 乙酸 对 BMECs 的 增殖 有 较 好 的 促进 作用 ， 而 高 浓度 则 抑制 


132  BMECSs 的 增殖 。 孙 晓 菊 外 研究 表明 ， 当 油 酸 的 浓度 为 50—400 pmo/L、 亚 油 酸 的 浓度 为 25— 


133 ”100 umol/L 时 ， 对 BMECs 的 增殖 有 促进 作用 ,但 是 当 油 酸 和 亚 油 酸 的 浓度 分 别 达到 800 和 


= 


134 200 umol/L IN, BMECs 的 增殖 受到 抑制 ， 低 浓度 的 亚 油 酸 促进 BMECs 的 增殖 ， 而 高 浓度 


135 ” 则 表现 出 抑制 作用 。Yonezawa 等 外 研究 表明 ， 当 油 酸 和 亚 油 酸 的 浓度 为 100 pmol/L 时 ， 促 


136 ” 进 BMECs 的 增殖 。 有 研究 表明 , 当 油 酸 浓度 高 于 0.20 mmol/L 时 , 细胞 增殖 受到 了 抑制 0*™1。 


a 137 AKT 有 助 于 细胞 的 存活 和 增殖 034。 本 试验 中 ，4K7 基因 的 表达 量 与 RGR 的 变化 一 致 ,相关 


(O 138 ”作用 机 理 有 待 进一步 研究 。 


n 

= 139 32 不 同 浓度 比例 的 脂肪 酸 对 BMECs 乳 蛋 白 合成 相关 基因 表达 量 的 影响 

e 

m 140 Janus 激酶 2LJAK2D/STATS 信号 通路 的 主要 调控 机 制 是 结合 在 受 体 上 的 STATS 被 JAK 


141 ”磷酸 化 修饰 ， 锡 基因 与 以 二 聚 体 的 形式 进入 细胞 核 的 活化 STATS 结合 ， 从 而 调控 基因 的 转 


142 KFP”! Bionaz EU NDEI RH, WLW EL STATS 和 Janus Hig (JAK) 的 基因 表达 量 没 


143 有 显著 变化 ， 表 明 JAK/STATS 对 乳 蛋 白 合 成 的 调节 有 较 小 的 影响 作用 。 本 试验 中 ， 试 验 组 


144 STATS 基因 表达 量 均 显著 低 于 对 照 组 , II 组 和 TV 组 4EBP1 和 S6K1 基因 表达 量 显 著 高 于 对 照 


145 2%, 而 且 STATS 基因 表达 量 的 变化 规律 与 CSVLS1 和 CSN3 的 基因 表达 量 并 不 一 致 ， 这 提示 


146 “ 乳 蛋 白 基 因 表 达 量 的 变化 是 mTOR 信号 通路 和 JAK2/STATS 信号 通路 综合 作用 的 结果 。 


147  CSNISI. CSN3 是 2 个 主要 的 酪 蛋白 基因 ， 其 对 BMECs 乳 蛋 白 的 合成 有 很 强 的 相关 性 口 ]。 


148 CSNYonezawa 等 09 研 究 发 现 ， 当 油 酸 和 亚 油 酸 的 浓度 为 400 umol/L 时 ， 对 CSN1S1 的 基因 


149 ”表达 量 有 促进 作用 。Pauloin 等 上 研究 表明 ， 在 鼠 的 乳腺 上 皮 细胞 中 添加 不 饱和 脂肪 酸 降低 


150 | CSN3 基因 的 表达 量 。 本 试验 研究 得 出 ， 对 于 CSNISI 基因 的 表达 量 ， 人 V 组 高 于 对 照 组 ， 但 


151 ”差异 不 显著 , [组 CSN3 基因 的 表达 量 最 高 , 表明 油 酸 、 亚 油 酸 、 亚 拱 酸 的 浓度 比例 为 9.60 : 


152 74: LO Ff, 对 CSN1S1、CSN3 基因 的 表达 有 显著 的 促进 作用 。mTOR 是 一 种 非典 型 的 丝 氮 


153 RRB, RT AME Sob, mTOR 信号 途径 还 能 调节 乳 蛋 白 合 成 、 细 胞 


154 ”能 量 水 平和 乳腺 氨基 酸 的 利用 中 。 此 信号 通路 上 游 受到 AKT 磷酸 化 的 正 调节 ， 下 游 可 促进 
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155  S6K1 和 4EBP1 的 磷酸 化 调节 翻译 起 始 ,下 游 的 这 2 条 通路 是 2 条 平行 的 信号 通路 ,各 自控 


156 ” 制 特 定 亚 基 的 mRNA EHE, pP SREBP1 作用 的 靶 基 因 ACC 和 FASN 的 表达 受到 


157 mTOR 信号 通路 的 抑制 ， 表 明 mTOR 参与 了 脂肪 酸 的 从 头 合成 号。 本 试验 研究 得 出 ， 工 组 


158 ”和 III 组 的 mTOR、AKT 和 4EBP1 基因 表达 量 均 显 著 高 于 对 照 组 ， 说 明 油 酸 、 亚 油 酸 、 亚 床 


159 ” 酸 的 浓度 比例 为 2.0: 13.3 : 1.0 时 ， 上 调 了 m7TOR、AKT、4EBP1 和 S6K1 基因 的 表达 量 ， 


160 ”乙酸 、8 - 羟 丁 酸 浓度 比例 为 2.0 : 1.0 时 ,对 S6K1 基因 的 表达 有 抑制 作用 。 混 合 脂 肪 酸 调控 


161 BMECs 的 机 理 有 待 进一步 研究 。 


162 ”3.3 不 同 浓度 比例 的 脂肪 酸 对 BMECs 乳脂 合成 相关 基因 表达 量 及 TAG 合成 量 的 影响 


163 AKT 5 mTOR 2 条 信号 通路 不 仅 调控 乳 和 蛋白 合成 相关 基因 的 表达 ， 同 时 促进 固 醇 i 


qur 
uH 
zi 


164 原件 结合 和 蛋白 CSREBP) 信号 转 导 ， 并 进一步 调控 其 靶 基 因 ACC, FASN 的 表达 从 而 影响 乳 


165 RAS AK, ACC 和 FASN 是 乳脂 从 头 合 成 中 2 EERE, Ma 等 的 研究 表明 ，BMECs 


一 166 ”中 添加 100 nmol/L, SREBPI 的 siRNA. ACC 和 FASN 的 mRNA 水 平 下 降 。 本 试验 结果 得 出 ， 


= 167 ”试验 组 4KT fl ACC 基因 的 表达 量 显著 高 于 对 照 组 , 下 调 了 FASN 和 SREBPI 基因 的 表达 量 ， 


168 ”这 表明 加 入 混合 脂肪 酸 后 ，AKT 信和 号 通路 负 反 馈 调 节 SREBP1，SREBP1 正 反馈 调节 FASN, 
负 


169 反馈 调节 ACC。 大 量 的 研究 表明 ，SREBP1 和 PPARy 是 调节 乳脂 合成 相关 基 医 


a 
W 
c 
S 


170 ， 受 体 和 转录 调控 因子 ， 而 且 PPARy 可 能 参与 调控 SREBPI 基因 的 表达 。 在 脂肪 合成 细胞 调 


171. 控 因 子 通路 中 PPARy 处 于 枢纽 位 置 ， 可 以 通过 影响 脂肪 酸 的 摄取 、 转 运 、 从 头 合成 和 栈 化 


172 ”过 程 从 而 调控 基因 的 表达 [5。 本 试验 得 出 ， 工 组 PPAR, 基因 表达 量 高 于 对 照 组 ， 其 他 组 低 


Q 173 ”于 对 照 组 ， 从 而 证 明 PPARy 可 能 参与 了 SREBPI 的 调控 ， 同 时 受到 AKT 和 mTOR 的 调控 。 


174 ”在 内 质 网 DGAT2 是 一 种 完整 的 细胞 微粒 体 酶 ， 在 催化 TAG 合成 的 过 程 中 发 挥 着 重要 作用 ， 


175 Æ TAG 合成 过 程 中 ， 它 是 唯一 的 限 速 酶 9。 本 试验 得 出 ， 开 组 和 IV 组 DG472 基因 的 表达 


176 量 都 高 于 对 照 组 ， 且 其 TAG 合成 量 也 显著 高 于 对 照 组 ， 这 表明 DGAT2 对 TAG 的 合成 具有 


177 ”调控 作用 。 乳 脂 大 部 分 由 TAG 组 成 ， 来 源 于 BMECs WSL REGO, TAG 的 合成 量 可 以 直接 


178 ”反映 BMECs 乳脂 的 合成 状况 。 脂肪 酸 通 过 上 述 信 号 通路 的 调节 合成 TAG。 EE EU TES 48 


179 ”出 ，BMECs 的 活力 不 受 抑 制 的 条 件 下 (脂肪 酸 添 加 浓度 为 0 一 10 pmol/L)，TAG 的 合成 与 


180 ”各 十 八 碳 脂 肪 酸 添加 浓度 呈正 相关 。 塔 娜 等 研究 表明 ,适宜 的 乙酸 和 B- 羟 丁 酸 的 浓度 比例 


181 (2.0 :1.0 和 4:1) 对 BMECs 中 TAG 的 合成 和 乳脂 合成 相关 基因 的 表达 有 较 好 的 促进 作 
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208 


酸 、 亚 油 酸 和 亚麻 酸 的 添加 浓度 比例 为 2.0 : 13.3 : 1.0 时 对 


PR 


用 。Shng 等 9 研究 指出 ， 


BMECs 的 TAG 合成 有 较 好 的 促进 作用 。 本 试验 结果 表明 ， 试 验 组 TAG 合成 量 显著 高 于 对 


照 组 ， 表 明 添加 适宜 浓度 比例 的 混合 脂肪 酸 对 BMECs 内 TAG 的 合成 有 促进 作用 。 


= 


乙酸 、B- 羟 丁 酸 、 油 酸 、 亚 油 酸 、 亚 麻 酸 的 浓度 分 别 为 7.20 mmol/L. 7.20 mmol/L. 75.20 


umol/L, 58.00 pmol/L, 7.80 pmol/L IY, 提高 了 CSN1S1、CSN1、AKT、 4EBP1、S6K1、 DGAT2 


基因 的 表达 量 ， 对 BMECs 乳 和 蛋白 和 乳脂 的 合成 有 较 好 的 促进 作用 。 
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Effects of Fatty Acids on Expression Levels of Genes Involved in Milk Protein and Milk Fat 

Synthesis in Bovine Mammary Epithelial Cells 
ZHANG Hua LIDabiao XING Yuanyuan SUN Mei 
(College of Animal Science, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010018, China) 


Abstract: The aim of this study was to explore combined supplemental model of short chain fatty 
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acids (acetic acid, B-hydroxybutyric acid) and long chain fatty acids (oleic acid, linoleic acid, 
linolenic acid) to promote milk protein and milk fat synthesis in bovine mammary epithelial cells 
(BMECs), to provide theoretical basis for the regulation of synthesis of milk composition. 
BMECS were separated and purified, and the second generation of cells was selected and divided 
into 5 groups with 3 replicates per group. No fatty acid was added in control group; in groups I 
and II, the concentration radio of supplied acetate acid and B-hydroxybutyric acid was 2.0 (9.60 
mmol/L) : 1.0 (4.80 mmol/L), however, the concentration radio of oleic acid, linoleic acid and 
linolenic acid was 2.0 (17.30 umol/L) : 13.3 (115.05 pmol/L) :1.0 (8.65 mol/L) and 9.6 (75.20 
umol/L) : 7.4 (58.00 pmol/L) : 1.0 (7.80 pmol/L), respectively; in groups III and IV, the 
concentration radio of acetate acid and f-hydroxybutyric acid was 1.0:1.0, however, the 
concentration radio of oleic acid, linoleic acid and linolenic acid was 2.0:13.3:1.0 and 9.6:7.4:1.0, 
respectively. The total concentration of short chain fatty acids and long chain fatty acids was 
14.541 mmol/L. After cultured for 24 h, relative growth rate (RGR), triglyceride (TAG) synthesis 
amount and expression levels of genes involved in milk protein and milk fat synthesis. The results 
showed as follows: 1) RGR and TAG synthesis amount of BMECs in experimental groups were 
significantly higher as comparing with control group (P « 0.05); RGR and TAG synthesis amount 
were the highest in group I. 2) Compared with control group, expression levels of ribosomal 
protein S6kinase (S6K1) and «-casein (CSN3) genes in group II were significantly increased (P 
«0.05); expression level of eukaryotic initiation 4E binding protein (4EBP1) gene in group IV 
was significantly increased (P « 0.05); expression level of signal transduction and 
transcriptional activation factor 5 (STATS) gene in experimental groups was significantly 
decreased (P « 0.05). 3) Compared with control group, expression level of diacylgycerol 
acyltransferase 2 (DGAT2) gene in experimental groups was significantly increased (P « 0.05), 
and expression level of fatty acid synthase (FASN) gene was significantly decreased (P « 0.05). In 
conclusion, expression levels of genes involved in milk protein and milk fat synthesis has a better 
effect when culture medium is added with 7.20 mmol/L acetate acid, 7.20 mmol/L 


p-hydroxybutyric acid, 75.20 umol/L oleic acid, 58.00 umol/L linoleic acid, 7.80 umol/L linolenic 
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acid. 
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